原发免疫性血小板减少症（ITP）是临床常见的出血性疾病，约占出血性疾病的30%[@b1]--[@b2]。ITP患者中最常见的血小板特异性抗体被认为是抗GPⅡb/Ⅲa和GP I bα抗体[@b3]。改良的单克隆抗体特异性俘获血小板抗原法（改良MAIPA法）是目前国际上检测血小板特异性抗体的金标准。我们采用改良MAIPA检测185例成人ITP患者特异性自身抗体及抗体的种类及类型（IgG/IgM），并分析血小板特异性自身抗体种类及类型与大剂量地塞米松冲击疗效的关系。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2011年12月至2014年5月于安徽医科大学第一附属医院血液科门诊及住院治疗的185例ITP患者纳入研究，男61例，女124例，中位年龄42（18\~83）岁。其中新诊断ITP 117例，持续性ITP 35例，慢性ITP 33例，均符合文献[@b1]诊断标准。

2．治疗方案及疗效判定：入组患者均予以地塞米松40 mg/d×4 d，稳定后逐渐减量至5\~10 mg/d维持3\~4周停药。治疗4周后进行疗效评估：①有效：PLT≥30×10^9^/L，并且至少比基础血小板计数增加2倍，没有出血症状；②无效：PLT\<30×10^9^/L或血小板计数增加少于基础值2倍或有出血症状。定义有效时至少检测2次（间隔至少7d）。

3．实验试剂：抗GP I bα（CD42b）单克隆抗体为加拿大Beckman Coulter公司产品；抗GPⅡb/Ⅲa单克隆抗体（CD61）为加拿大DakoCytomation公司产品；羊抗鼠IgG、碱性磷酸酶标记的羊抗人IgG全段、蛋白酶抑制剂PMSF、底物PNPP均为美国Sigma公司产品。实验孵育所用的血小板采自合肥市中心血站O型健康人血。

4．标本采集：采集受试者空腹静脉血5 ml，采用EDTA-K~2~抗凝。

5．血小板特异性自身抗体检测：参照文献[@b4]方法检测血小板特异性自身抗体。

6．统计学处理：采用SPSS19.0软件进行统计学分析，抗体种类及类型与地塞米松治疗效果比较采用卡方检验。抗体类型分布与治疗后血小板计数分析采用多组单向有序定性资料的秩和检验。以*P*0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ITP患者血小板特异性抗体种类与大剂量地塞米松疗效的关系：①IgG组：32例单一抗GPⅡb/Ⅲa抗体阳性患者治疗有效率为87.5%，34例单一抗GP Ⅰ bα抗体阳性患者治疗有效率为50.0%，25例抗GPⅡb/Ⅲa+GP Ⅰ bα抗体双阳性组患者治疗有效率为68.0%，94例双抗体阴性患者治疗有效率72.3%。IgG组中抗体种类（抗GPⅡb/Ⅲa、GP Ⅰ bα抗体）的分布在四组间比较差异有统计学意义（χ^2^=11.489，*P*=0.009）；②IgM组：28例单一抗GPⅡb/Ⅲa抗体阳性患者治疗有效率为82.1%，14例单一抗GPⅠbα抗体阳性患者治疗有效率为71.4%，21例抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠbα抗体双阳性患者治疗有效率为61.9%，122例双抗体阴性患者治疗有效率为68.9%，IgM组中抗体种类（抗GPⅡb/Ⅲa、GPⅠbα抗体）的分布在四组间比较差异无统计学意义（χ^2^=2.719，*P*=0.437）。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 原发免疫性血小板减少症患者血小板特异性抗体种类（IgG、IgM）与大剂量地塞米松疗效的关系\[例（%）\]

  组别                     IgG组    IgM组                                
  ----------------------- ------- ---------- ---------- ----- ---------- ----------
  单一抗GpⅡb/Ⅲa阳性         32     28(87.5)   4(22.5)    28    23(82.1)   5(17.9)
  单一抗GPⅠ bα阳性          34     17(50.0)   17(50.0)   14    10(71.4)   4(28.6)
  抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠbα双阳性     25     17(68.0)   8(32.0)    21    13(61.9)   8(38.1)
  抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠbα双阴性     94     68(72.3)   26(27.7)   122   84(68.9)   38(31.1)

2．ITP患者血小板特异性抗体类型与大剂量地塞米松疗效的关系：抗GPⅡb/Ⅲa抗体组中，单一IgG抗体阳性（45例）、单一IgM抗体阳性（31例）、IgG+IgM抗体双阳性（14例）、IgG+IgM抗体双阴性（95例）患者治疗有效率分别为73.3%、71.0%、78.6%、66.3%，抗体类型在四组间比较差异无统计学意义（χ^2^=1.374，*P*=0.719）。抗GPⅠbα抗体组中，单一IgG抗体阳性（42例）、单一IgM抗体阳性（22例））IgG+IgM抗体双阳性（17例）、IgG+IgM抗体双阴性（104例）患者治疗有效率分别为52.4%、59.1%、76.5%、77.9%，抗体类型在四组间比较差异有统计学意义（χ^2^=10.811，*P*=0.013）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 原发免疫性血小板减少症患者血小板特异性抗体类型与大剂量地塞米松疗效的关系\[例(%)\]

  组别             抗GpⅡb/Ⅲa抗体组   抗GPⅠbα抗体组                              
  --------------- ----------------- --------------- ---------- ----- ---------- ----------
  单一IgG阳性            45            33(73.3)      12(26.7)   42    22(52.4)   20(47.6)
  单一IgM阳性            31            22(71.0)      9(29.0)    22    13(59.1)   9(40.9)
  IgG+IgM双阳性          14            11(78.6)      3(21.4)    17    13(76.5)   4(23.6)
  IgG+IgM双阴性          95            63(66.3)      32(33.7)   104   81(77.9)   23(22.1)

注：抗GPⅡb/Ⅲa抗体组中抗体类型在四组间比较差异无统计学意义（χ^2^=1.374，*P*=0.719）；抗GPⅠbα抗体组中抗体类型在四组间比较差异有统计学意义（χ^2^=10.811，*P*=0.013）

3．ITP患者血小板特异性抗体类型（不分组）与大剂量地塞米松疗效的关系：单一IgG抗体阳性（53例）、单一IgM抗体阳性（22例）、IgG+IgM双抗体阳性（41例）、IgG+IgM双抗体阴性（69例）患者治疗有效率分别为56.7%、59.1%、80.5%、76.8%。抗体类型在四组间比较差异有统计学意义（χ^2^=9.393，*P*=0.024）。

4．ITP患者血小板特异性抗体种类及类型与大剂量地塞米松疗效之间的关系：在GPⅡb/Ⅲa组、GPⅠbα组、GPⅡb/Ⅲa+GPⅠbα组中抗体类型的分布与地塞米松治疗后血小板计数之间的差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 原发免疫性血小板减少症患者血小板特异性抗体种类及类型与大剂量地塞米松疗效之间的关系（例）

  组别               例数   地塞米松治疗后PLT(×10^9^/L)   *H*值   *P*值          
  ----------------- ------ ----------------------------- ------- ------- ------- -------
  GPⅡb/Ⅲa组                                                               5.461   0.141
   单一IgG阳性        45                 8                 23      14            
   单一IgM阳性        35                 5                 28       2            
   IgG+IgM双阳性      14                 2                  8       4            
   IgG+IgM双阴性      91                26                 49      16            
  GPⅠbα组                                                                 5.603   0.133
   单一IgG阳性        44                10                 26       8            
   单一IgM阳性        17                 6                  9       2            
   IgG+IgM双阳性      13                 4                  9       0            
   IgG+IgM双阴性     111                21                 64      26            
  GPⅡb/Ⅲa+GPⅠbα组                                                         2.311   0.510
   单一IgG阳性        58                13                 30      15            
   单一IgM阳性        25                 6                 18       1            
   IgG+IgM双阳性      34                 6                 22       6            
   IgG+IgM双阴性      68                16                 38      14            

讨论 {#s3}
====

1951年，Harrington等[@b5]将ITP患者的血浆注入自身体内，成功制造出一过性血小板减少症状。从此，自身抗体引起的网状内皮系统清除血小板身免疫紊乱被公认为是ITP的病理生理学机制。各种血小板膜糖蛋白成分均可成为血小板自身抗原，机体受到此种抗原刺激后，免疫系统产生血小板特异性自身抗体，抗体的Fab端与其自身抗原相结合，引起网状内皮系统吞噬致敏的血小板，从而引起血小板减少。地塞米松抑制单核-巨噬细胞系统吞噬和破坏被抗体包被的的血小板，使血小板生存时间延长，还可以减少抗血小板抗体的产生，降低抗体对巨核细胞产生血小板的影响，抑制抗原-抗体反应并可使结合的抗体游离，同时可以改善毛细血管脆性[@b6]。1982年，van Leeuwen等[@b7]报道在ITP患者发现血小板膜糖蛋白GPⅡb/Ⅲa复合体的血小板特异性抗体。随后人们发现了抗GPⅠb/Ⅸ、GPⅠa/Ⅱa、GPⅥ等抗体。

血小板膜糖蛋白GPⅡb/Ⅲa和GPⅠbα是血小板表面的主要表达的膜糖蛋白[@b3]。改良MAIPA法一般只检测血小板自身特异性抗体的种类，未对具体抗体的类型（IgG/IgM）加以区分。本研究中，我们采用MAIPA法对185例成人ITP患者的自身特异性抗体种类及类型加以检测，结果显示在抗GPⅠbα抗体阳性组抗体类型的差异有统计学意义，而在抗GPⅡb/Ⅲa抗体阳性组抗体类型的差异无统计学意义，从抗体类型分布情况来看单一IgG抗体阳性患者的有效率与双抗体阳性及双抗体阴性患者的有效率比较差异均有统计学意义，可能提示抗GPⅠba抗体引起血小板减少的机制不同，Nieswandt等[@b3]利用注射大鼠抗小鼠的αⅡbβ3和GPⅠbα复合体的单克隆抗体，观察到抗αⅡbβ3（GPⅡb/Ⅲa）抗体需Fc段才能引起小鼠血小板减少，但抗GPⅠbα的抗体在去掉Fc段后仍能引起小鼠血小板减少，抗GPⅠbα的抗体介导ITP，血小板破坏可能有不依赖Fc段存在的途径[@b8]。Zeng等[@b4]已报道针对Fc受体的阻断剂对抗GPⅠbα的抗体阳性的患者治疗效果较差。

IgG抗体是血清和细胞外液中最主要的抗体成分，其亲和力高，在体内广泛分布，持续时间长，在免疫应答中起着激活补体、中和多种毒素的作用。IgG有四种γ链亚类：IgG1、IgG2、IgG3、IgG4，IgG1、IgG3可高效激活补体，并可与巨噬细胞、NK细胞表面Fc受体结合，发挥调理作用、抗体依赖的细胞介导的细胞毒作用（ADCC）等；IgM抗体为五聚体，相对分子质量最大，半衰期短，具有很强的抗原结合能力，是免疫应答中首先分泌的抗体，与抗原结合后启动补体的级联反应，是机体抗感染的"先头部队"。

本研究中IgG抗体阳性组抗GPⅠbα抗体阳性患者的地塞米松治疗有效率低于其他抗体种类患者，而在抗GPⅠbα抗体组单一IgG抗体阳性患者的有效率低于其他抗体类型患者，提示抗GPⅠbα-IgG抗体阳性的ITP患者地塞米松治疗效果差。GPⅠbα和GPⅡbⅢa可能属于不同家族蛋白质，传递不同的信号，抗GPⅠbα的抗体介导ITP，血小板破坏可能有不依赖Fc段存在的途径，尽管这种不依赖Fc途径清除血小板的机制尚未完全阐明，但有研究表明，抗GPⅠbα的抗体通过Ashwell-Morell受体和MAC-1整合素，诱导GPⅠbα去涎酸化，使血小板活化和凋亡增加[@b9]，此偏向于血小板活化后出现微聚基因而导致巨噬细胞吞噬[@b10]。另一方面IgM抗体参与的免疫应答在ITP发病机制及糖皮质激素治疗中起着重要的作用，IgM抗体阳性时，抗体种类分布差异与地塞米松疗效无相关性，IgM抗体介导的血小板破坏可能与IgG也有着不同的途径。

本组患者中，抗GPⅠba-IgG抗体阳性的ITP患者地塞米松治疗效果较差，提示早期检测患者抗体有利于为患者采取个性化的治疗方法。不同抗体种类及类型的ITP患者的发病机制是否相同还需深入研究。
